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RESUM
L'avaluaci6 del creixement in vitro d'embrions de ratoli (embriotoxicitat) es el metode mes
emprat percontrolarels medic, serums, materials i equips utilitzats en un laboratori defertlitzaci6
in vitro (FIV). Hi ha diversos models per realitzar aquest estudi: embrions de ratolf de dues
cel lines, amb tuna pcl-lucida o sense,1 embrions d'una cel•lula o embrions en pronuclis. Dcspres
de fer estudis paral-lelament amb el model de dues cel-lules amb zona pel-lucida, s'ha demostrat
Ia val idesa d'aquest model per realitzar controls de qualitat biologics. Aixf mateix, s'hi ha descrit
una variaci6 intraassaig i interassaig del 10 15 /r. Tambe s'hi han observat diferencies
signilicatives a H% (p < 0,01) entre medis amb suplementaci6 proteica o sense ella. Les
condicions ffsico-quimiques del medi (pH i Osm) per a ratoli i per a clfnica humana es troben en
els intervals 7,7-7.8 1270-3 10, pcral pH i Osm respectivament. S'hi planteja l'estudi de latoxicitat
dell medis mitjan4ant l'hibridoma I E6, especialment sensible a les condicions suboptimes del
medi de cultic. Horn crew interessant la realitzaci6 d'estudis comparatius d'embriotoxicitat. per
tal de comprovar Ia validesa proposada per als controls de qualitat en que s'cstudia nomes
citotoxicitat.
SUMMARY
The evaluation of mouse cmbryons grown in vitro is the best method for quality control of
medium, scrum, materials and equipment used in a I.V.F. program. There are 3 differents models
1or realization 01'1111S study: two cell mouse embryos with zona pellucida, two cell mouse embryos
without zona and one cell embryos (or pronuclear embryos).
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We have conducted a comparative study of the different culture conditions on the two cell
model and have concluded that this model is the best one for quality control. However we have
observed a variation of 10% between the differents results of the same test. We obtained
significant differences when we compared medium without a proteic suplement. Attending the
physicochemical conditions of the culture media the most adequate range was 7,4-7,8 I 'Or the pH
and 270-3 10 for the Osm.
In our opinion in order to improve quality control it would be preferable to study citotoxicity
rather embriotoxicity. This study coud be conducted using hibrydoma 1 E6 which is very
sensitive at suboptimal conditions of the culture media. Therefore we consider it to be very
important to undergo a comparative study between embryo and citotoxicity to he able to
demonstrate the potential validity of this model.
Les condicions de cultiu in vitro de gametes
i embrions de mamifer han estat objecte de
nombroses publicacions. La major part
d'aquestes, relacionades amb la seleccio i
millora de determinades especies ramaderes,
estan encaminades a aconseguir un increment
en la produccio animal: d'aquestes no ens
n'ocuparemenaquesttreball. Unicamentfarem
referencia als estudis realitzats en mamffers de
laboratori (29, 42, 97, 144, 162, 168. 178, 181,
197, 222, 230, 231). El desenvolupament de
les tecniques basiques de recuperac16 i cultiu
de gametes1embrionsnecessitavadetemiinades
especies que reunissen una serie de condicions
minimes: facil maneig i enunagatzemament,
grandaria petita. cicle estral curt, produccio
d'un nombre elevat de cries i creixement rapid
d'aquestes. i tambc caracters reproductius um-
formes (al maxim dins del possible) que
pemmetessenlarepetitivitatdelsestudis. D'entre
cis diferents animals de laboratori utilitzats en
els treballs, el mes abundant va ser el ratoli (9,
21, 22, 50, 64, 120, 121, 129, 134, 135, 213,
224), tot i que tambe se'n van fer servir altres
corn 1'hamster (41, 94, 118, 182, 194, 242) 1 el
conill (25, 44, 45, 46, 50, 92, 93, 1 13, 1 14, 1 15,
116, 117, 118, 119, 196).
Elsprimersbioassaigs realitzatses limitaven
al cultiu in vitro de gametes (14, 35, 53, 54.66,
68, 75, 95, 107, 108. 195, 242, 245), 1
posteriorment es passava al cultiu d'embrions
obtinguts in t'i tvo (1, 9 , 13.20.22.23,24.32,34.
36, 98, 99, 152, 231). El It que els embrions
es desenvolupassen en aquestes condicions va
resultar una prova concloent del fet que els
medis de cultiu eran capa4os de mimetittar
l'efecte del fluid oviductal i uteri.
En estudis posteriors es va mirar d'obtenir
embrions per fecundac16 in vitro , i en aquesta
linia l'especie flies utilitzada va ser tambc el
ratoli. Aixi doncs , una Volta CStUd1atS el
requeriments basics per al cultiu in vitro de
gametes, es van desenvolupar les tecniques de
fecundacic in vitro del ratoli (2, 3, 8, 81, 104,
105. 137, 138, 145, 146, 147, 154, 171, 218.
219, 234 ) tot assajant - se diferents medis de
cultiu amb diferents additius: serums (3, 14,
59,64.106.164, 165), prote*fnes (33,37.40,76,
175, 197 ), nitrogen (21, 38, 39, 60, 61, 62, 213 ),
insulina (82, 100, 135), acidsgrassos ( 80, 180),
fluid follicular ( 60), liquid peritoneal (151
secrecions oviductals i uterines (19, 84. 123,
141, 176, 192, 233), factors de creixement (31.
49, 51, 96, 106, 228, 240).... i tambc d ' altres
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components (83, 188, 193, 198, 216, 226, 227,
228, 237, 238). La posada a punt de la
I'ecundacl6 in vitro en ratoli va possibilitar la
rcalitz.aciode transfercncies embrionaries (TE),
i d'aquesta mancra es va poder estudiar la
sincronitzacio de I'estre (8, 138, 171, 228),
efecte de Ies secrecions oviductals i uterines
sohre el desenvolupament embrionari previ a
la implantacio (19. 84, 123, 176, 224), taxa
d'implantacio (8, 171, 228), cfecte de les
tccniques d'ovulac16 i superovulacio (81, 145,
148, 149, 232).
El fctque l'ohjectedelamajorpart d'aquests
estudis fos el ratoli va permctrc Lill profund
coneixement d'aquest animal corn a model
hiolbgic, quc va possibilitarel plantejamentde
problemes molt diversos.
Una vcgada establertes les condicions de
cultiu adequades per al desenvolupament
d'cmbrions do ratoli, es va pensar que una
allcracio d'aqucstes condicions permetria
coneixerquinscomponentsomaterialspodrien
alcctar adversainent aquest creixement. Quan
es van iniciar les tccniques dc FIV i TE en
clinica humana, es va plante jar la necessitat de
trobar Lill control de qualitat que permetes
valorar medis i materials utilitzats en cis
lahoratoris. Ackerman i coI•l. (4) van ser cis
primers a avaluar la possible embriotoxicitat
dels medis dc cultiu i materials cinprats en un
programa de FIV. L'avaluacio del creixement
in vitro d'emhrions de ratoli va scr acceptada
cone Punic control dc qualitat possible en relacio
amh aquesles tccniques de reproduccio
assistida. Fins ara, el model de control de
qualitat mes utilitzat ha cstat el hasat en el
desenvolupament d'einhrions de ratoli de dues
ccl•lules quc conscrven la zona pel•Iucida (4, 5,
12, 43, 51. 59. 63, 79. 86. 91, 102, 126, 133•
148, 149, 157, 159, 167, 170, 187, 205, 207,
208, 212, 225, 229, 241); no obstant aix6.
existeixen altres alternatives, coin ara el model
d'cmbrions de dues cel•lules sense zona
pel•lucida (77. 150, 243). o be el model en quc
es fan servir embrions de ratoli d'una ccl•lula
(55, 57, 58, 63, 65, 109, 163, 166, 173, 214), 1
son considerats aquests darrers mes sensibles a
les condicions suboptimes del cultiu.
Com ja s'ha indicat, aquests bioassaigs
permeten valorar 1'embriotoxicitat dels medis
de cultiu (3, 4, 5, 46, 51, 52, 86, 91, 126, 148,
149, 157, 159, 212, 214, 229), serums (4, 5, 52,
65, 78, 148, 149, 163, 164, 165), material i
equips (4, 5, 52, 63, 65, 79, 157, 167, 170), i
tambe els sistemes d'obtencio d'aigua ultrapura
(67, 77, 91, 142, 143, 150, 166, 187, 207, 208,
243); i estan basats en la recuperacio d'embrions
de una o dues cel•lules per perfusio de les
ampul•les 24 o 48 hores postinduccio de
l'ovulacio (induccio requerida per obtenir
finalment un nombre suficientment elevat
d'embrions) i aparellament dels ratolins. Els
embrions de dues ccl•lules obtinguts es culti-
ven in vitro arnb els medic o materials
1'embriotoxicitatdelsqualsesdesitjaconeixer.
Despres de 72 hores de cultiu in vitro es valora
el percentage d'embrions que ha assolit I'estadi
de blastocist en expansio (REN),1 es considera
que el medi no es embriotoxic quan almenys el
70 % dels embrions de dues cel•Iules cultivats
assoleix l'estadi de blastocist.
En aquests controls, el blanc esta constitu-ft
per un assaig en parallel amb el medi Ham F I 0
modificat, mentre que la mostra problema
consistira en el mateix medi amb determinats
additius (o diferents tractaments) segons els
components o materials que es desitgen con-
trolar (4, 5, 52, 79, 149).
Cal assenyalar que el medi Hain F 10 no es
el inesadequatperal creixementdelsembrions
de ratoli; no obstant, ay6 no es cap problema, ja
que els controls do qualitat biologics no tenen
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com a objectiu obtenir les millors condicions
de cultiu, sing estudiar quin percentatge es
capa4 d'auribar a 1'estadi de blastocist.
Alguns autors (63, 65, 79, 86) observen que
corn mes gran era el REN d'un determinat lot de
medi, mes gran era la taxa de gestaci6 en el
laboratori de FlV. No s'hi ban detectat, pct-6,
coeficients de correlacio significatius.
D'altra Banda, la variacio interassaig i
intraassaig per al model de dues cel•lules amb
zona pel•lucida esta entre el 10 i 15 %
respect ivament (91, 149, 157), i existeix una
variabilitat important entre els difcrents lots de
medi que s'incrementaquan s'afegeix qualsevol
tipus de suplementacio proteica al medi (52,
64, 149). Coni que els REN obtinguts en els
controls que utilitzen embrions d'una o dues
cel•lules (sense zona) son prou mes baixos que
els obtinguts amb embrions de dues cel•lules
(amb zona), i tenint en compte la variabilitat
abans esmentada, poder quantificar
I'embriotoxicitat de medis o materials amb
aquests models es forca mes dificultosa.
En el cas del model d'una cel•lula, cls
embrions s'han de recuperar en estadi de
pronuclis (PN) 24 hores postinjeccio d'hCG
(55, 57, 109, 173, 214). Per poder observar
aquests PN, cal utilitzar hialuronidasa, que
disgrega les cel•lules del cumul i la corona i
permet identificar-los en el moment de Ilur
rccuperacio. Posteriorment, es cultiven durant
96 hores in''itro fins a l'estadi del blastocist en
expansio (58.63.65, 166). Els desavantatges
d'aquest model estan associats al fet d'haver
d'aplicar tractaments enzimatics als embrions
quc podrien afectar Ilur futura capacitat do
divisio (55, 57). El temps de cultiu mes
perllongat tambe afecta adversament aquests
embrions (109, 163) i, a mes, en els embrions
de ratoli, es pot produir un aturament del
creixement en estadi de dues Mules segons
la soca que s'utilitza (88, 132, 153). Per una
altra banda, el model presenta una especial
sensibilitat dels embrions en estadis previs a
dues cel•lules a les conditions de cultiu o a les
tluctuacions de temperatura (1, 20, 32,34,51 ).
Per tot aixo, el model d'una cel•lula, tot i quc
pot ser mes sensible, es dil icil d'utilitzar a causa
de I'existencia de multiples factors que poden
determinar una interpretacio errbnia dels
resultats.
El tercer model, tambe proposat per la seua
major sensibilitat, es el de dues cel•lules sense
zonapel•16cida(77, 109, I50,243). L'obtencio
d'aquests embrions es realitza per mitja de ]a
perfusi6 d'ampul•les 48 hores postinjeccio
d'hGC. Posteriorment, es tracten amb pronasa
per eliminar la zona pel•lucida (109). Corn ja
s'ha indicat, els t actaments enzimatics en
estadis primerencs del desenvolupament po-
den ser perillosos (donada la seua especial
sensibilitat a qualsevol tipus de canvi), ja que
podrien originar 1'aturament de l'embrio, i
aquestno seriadegut a 1'embriotoxicilat. Si, als
controls, se'ls fa el mateix tractament aquest
problerna s'evita.
Quant a ]a sup]ementaci6 protcica dell
medis utilizats en els controls, trobem en la
literatura que pot ser rcalitzada mitjancant la
utilitzacio de serum de cordo fetal (I I , 52. 69,
70, 71, 125, 157, 189), serum matcrn (1 1, 125,
128, 139, 183, 185. 203), albumina serica
humana (11, 122, 203, 204), seroalbumina
bovina ( I I.59, 1 14, 127, 179, 190, 191, 242)•
serums sintetics (10, 15,59.215)1 altres additius
(28, 30, 67, 87, 131, 184, 236). El seu paper
podria estar rclac ionat amb un efecte favorable
sobre el proces de fecundaci6, i tambe sobre les
primeres divisions embrionaries (47, 59, 122,
125, 139, 200, 221). L'cfecte positlu d'aquesta
suplentac16 sol atribuir-se a la presencia
d'elements corn ara AMPc, catecolamines.
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vitamines, factors de creixement, etc. (189,
203, 204, 239).
Tanmateix, els scrums tambe poden tenir
efectes adversos sobre el desenvolupament in
vitro dels embrions (140, 163, 164). Aixi
doncs, el paper precis del serum, i tambc les
condicions de cultiu idonies per al desenvo-
lupament dels embrions humans, no estan
perfectament definides. Deis estudist-calitzats
cultivant embrions amb diferents medic i
diferents suplementacions proteiques, les
conclusions quc se n'obtenen han estat molt
diverses: uns actors recomanen utilitzar scrum
de cord() fetal (52, 1 I , 157, 189), uns altres
seroalbumina bovina (12, 127), serum matern
110, 139, 185, 189), albumina serica humana
( 1 0 , I I , 122. 172, 203, 204), scrums sintetics
(15.56.215)0 be no utilitzarcap suplementacio
(48, 72, 103, 130, 140, 149, 156, 177, 210).
El 1981 Ashwoohd-Smith i col•l. (10) van
proposar la utilitzaciO d'albumina serica huma-
na (HSA) a una concentrac16 de 20 g/100 ml
(que Csvadenominaralbumina20). Elstreballs
realitzats amb aquest additiu aconsellaven la
seua utilitzaci6 en els laboratoris dc FiV,
s'indicaven que, a mes d'afavorirel desenvolu-
pamentembrionari, seriaunaaportaciuproteica
mes scnzilla i conioda, i evitaria possibles
contagis de SIDA, hepatitis i altres malalties
viriques (10, 215).
Elscontrol sdequal1tatbiolbgicshanpermes
d'estudiar I'embriotoxicitat de cadascun
d'aquests additius per tractar de millorar les
condicions de cultiu in vitro. En concret, en el
model de dues ccl-lules amb zona pel•Iucida
s'ha constatat una disminuciO del REN dell
medis suplementats amb scrum de cord6 fetal
o scrum matern. A mes. s'ha Fist una major
toleruncia a rings haixos de pH quan els
embrions de ratoli es cultiven en absencia de
suplementacio protcica.
El mesurament de 1'embriotoxicitat tambe
permet de determinar els rangy de pH i
osmolaritat (Osm) mes adequats per al cultiu in
vitro, tant dels embrions humans com d'altres
especies (36, 56, 109, 133, 149, 178).
Fins ara ens hem referit solament al control
de qualitat sobre medis elaborats i les diferents
suplementacions. Tanmateix, el control de
qualitat permet de valorar les tecniques
utilitzades per a 1'esterilitzaci6 de materials,
control embriotoxic de les capsules de cultiu,
agulles de puncio, canules de transferencia,
guants quirurgics..., es a dir, qualsevol material
que puga utilitzar-seen un laboratori de FIV (4,
5, 52, 63, 79, 157, 167). Tambe es possible
d'estudiar 1'embriotoxicitat de grans equips,
corn ara estufes de CO,, sisternes d'aspiracio
follicular, congeladors d'embrions programa-
bles, caixes congeladores per a la conservacio
de medis i serums..., etc.
Finalment, assenyalarem que aqucst tipus
de control pot ser aplicat tambe a qualsevol
compost quimic addicionat al medi, coin per
exempleantioxidants(157, 167)ielseupossible
paper en 1'envelliment i ]a caducitat dell medis
de cultiu, i tambe al control dels metodes
d'obtenc16d'aiguaultrapura, laqual cosypermet
de detectar la possible prescncia d'endotoxines
(LPS) en el medi de cultiu (150, 187, 206, 208,
243).
La recopilacio de totes les possibles
aplicacions de 1'estudi de l'embriotoxicitat con-
firma que es un control valid per a 1'estudi dels
medis, materials i equips, i tambe per a les
possiblesniodificacionsqueesdesitgeintroduir
en un laboratori de FIV.
El mesurament de la toxicitat en els cultius
cel-lulars (citotoxicitat) s'ha aplicat en
nombroses ocasions corn a control dc qualitat
de farmacs (1 12, 124, 155), medis i compostos
quimics (6, 7, 26, 27, 73, 74, 85, 90, 101, 169,
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174, 186, 209, 217, 223). Dins d'aquest tipus
d'estudis, hem de considerar tambe Ia valoraci(
de la citotoxicitat sobre la motilitat dell
espermatozoides en l'anomenat test de
supervilencia espernultica, que tambe s'ha
utilitzat coin a control de qualitat dels progra-
ines de FIV ( 1 6 , 189, 200, 201, 202, 21 1). En
relaci6 amb el mesurament de la citotoxicitat
per controlar la qualitat dels medic i materials
utilitzats en els programes de reproduccio
assistida, cal indicar que es encara on tema pot
estudiat.
En 1989 es va descriure un nou model per
realitzar els controls de qualitat biologica
fonamentat en el mesurament de la citotoxic itat
d'unaestirpcel•lularconcreta(hibridoma I E6)
(17, 89, 158, 160, 161) molt sensible a les
conditions suboptimes del medi, i que permet
un nou concepte del control de qualitat. Aquest
bioassaig denominat Hvbritest es basa en el
cultiu de ccl•lules de 1'hibridoma I E6 amb un
medi de cultiu definit. Els resultats obtinguts
despres de controlar agents toxics coneguts
demostren que es pot detectar la citotoxicitat
dell inedis amb un alt gran de sensibilitat.
Expericncies repetides han permes de demos-
trar que aquest test posseeix una variaci6
interassaig i intraassaig menor del 8 i 5 (%
respectivament (17, 158, 160).
Coin a conclusio final d'aquest treball.
voldriem posarde manifest l'interes d'aprofundir
en 1'estudi de la citotoxicitat (Hyhritest), ja que
podria suposar un mctode mes sensible, senzill
i reproduihle per al control de qualitat de medis
de cultiu, sistemesd'obtenciod'aiguaultrapura,
composts quimics i grans equips utilitzats en
un programa de FIV. Considercm que una
vegada demostrada la validesa d'aquest assaig,
caldria comparar-la amb la del control de
qualitat que estudia l'embriotoxicitat, valorant
per a tots dos i comparativament: utilitat,
sensibilitat, reproductibilitat i viabilitat.
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